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基础 研究 
基于 气相 色谱 质谱 技术 的 肾 细胞 癌 患 者 尿 液 代谢 组 学 分 析 


张 琳 , 李 玲 , 孔 海 瑞 , 曾 方 银 
南方 医科 大 学 南方 医院 检验 科 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 对 肾 细胞 癌 (renal cell cancer, RCC) 患 者 的 尿 液 进行 代谢 组 学 分 析 ,建立 数据 模型 并 筛选 特征 代谢 标志 物 。 方 法 采 
用 气相 色谱 质谱 联 用 技术 (gas chromatography mass spectrometry, GC-MS ) 分 析 27 例 RCC 患 者 ,26 例 泌尿 系 其 它 肿 瘤 患 者 及 
26 例 健康 人 的 尿 液 ,利用 SIMCA-P+12.0.1.0 软 件 进行 主 成 分 分 析 (principal component analysis, PCA) 及 正 交 偏 最 小 二 乘法 - 判 
别 分 析 (orthogonal partial least-squares discriminant analysis,OPLS-DA) ,并 筛选 特征 代谢 产物 。 结 果 构建 了 PCA(R2X=0.846， 
Q2=0.575) 和 OPLS-DA(R2X=0.736,R2Y=0.974,Q2Y=0.897) 模 型 ,筛选 出 14 种 差异 代谢 产物 ,主要 是 有 机 酸 、 马 尿酸 、 色 氨 酸 
及 其 降解 产物 ,其 中 戊 酸 丙 二 酸 成 二 酸 . 已 二 酸 、 吗 唆 乙 酸 、 氮 基 唑 啉 、 唆 啉 及 色 氮 酸 在 RCC 患 者 尿 液 中 的 含量 显著 高 于 正常 
人 (P<0.01) ,同时 RCC 组 的 尿 液 中 戊 酸 、 葵 丙 氮 酸 .6- 甲 氧 基 - 硝 基 唆 啉 的 含量 显著 高 于 泌尿 系 其 它 肿 瘤 患 者 (P<0.01)。 结 论 
基于 GC-MS 的 代谢 组 学 方法 可 以 区 分 RCC 患 者 ,筛选 出 的 代谢 产物 可 能 是 RCC 的 诊断 标志 物 ,可 进行 深入 研究 。 
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Urinary metabolomics study of renal cell carcinoma based on gas chromatography-mass 


spectrometry 
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Abstract: Objective To identify the biomarkers of renal cell cancer (RCC) through urine metabolic analysis. Methods Urine 
samples of 27 RCC patients, 26 patients with other urinary cancers and 26 healthy volunteers were examined with gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). SIMCA-P+12.0.1.0 software was used for principal component analysis (PCA) 
and orthogonal partial least-squares discriminant analysis (OPLS-DA) to screen for the differential metabolites. Results PCA 
(R2X=0.846, Q2=0.575) and OPLS-DA (R2X=0.736, R2Y=0.974, Q2Y=0.897) model were established for the RCC patients and 
control subjects. Fourteen metabolites were selected as the characteristic metabolites, including pentanoic acid, malonic acid, 
glutaric acid, adipic acid, amino quinoline, quinoline, indole acetic acid, and tryptophan, whose levels in the urine were 
significantly higher in the RCC patients than in the normal subjects (P<0.01); the RCC patients showed significantly higher 
urine contents of pentanoic acid, phenylalanine, and 6-methoxy-nitro quinoline than those with other urinary tumors (P<0.01). 
Conclusion The urine metabolites identified based on GC-MS analysis can distinguish RCC patients from patients with other 
urinary cancers and healthy subjects, suggesting their potential as diagnostic markers for RCC. 

Key words: renal cell carcinoma; metabolomics; gas chromatography-mass spectrometry; principal component analysis; 
orthogonal partial least-squares discriminant analysis 


一 定 的 困难 , 且 转 移 性 肾 癌 的 生存 期 只 有 11 个 月 ,所 
以 寻找 利于 早期 诊断 的 新 标志 物 迫 在 眉 睫 ,如 尿 液 中 标 


肾 细 胞 癌 (renal cell carcinoma, RCC) ,简称 肾 癌 ， 
是 泌尿 系统 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 , 仅 次 于 膀胱 癌 和 前 
列 腺 癌 。 我 国 著 名 肿瘤 学 专家 孝 希 山 院士 达 续 20 年 。” 志 性 代谢 产物 。 
(1981~2002) 的 调查 研究 发 现 RCC 位 于 男性 高 发 恶 代谢 组 学 是 系统 生物 学 的 一 个 新 的 分 支 。 国 外 已 
性 肿瘤 的 第 10 位 ,上 升幅 度 在 59 种 恶性 肿瘤 中 排名 有 学 者 “应 用 代谢 组 学 方法 研究 肾 癌 患者 的 体液 及 组 
第 1 中 。RCC 的 早期 缺乏 特征 性 的 症状 体征 ,早期 诊断 织 样本 ,并 取得 一 定 的 成 绩 。 本 文 利用 GC-MS 技术 建 


由 


tm 


除 影像 学 检查 外 尚 无 有 效 的 方法 ,实验 室 检 查 只 作为 对 
患者 术 前 一 般 状 况 . 肝 肾 功 能 以 及 预后 判定 的 评价 指 
标 , RCC 早 期 诊断 手段 的 缺乏 使 得 早 发 现 早 治疗 具有 
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立 一 套 筛 选 RCC 患 者 尿 液 特异 性 代谢 产物 的 分 析 方 
法 ,研究 RCC 患 者 尿 液 的 表达 谱 , 以 期 找到 特异 性 的 代 
谢 产 物 并 建立 RCC 诊 断 数 据 模型 ,为 RCC 早 期 诊断 、 预 
后 检测 ,治疗 及 发 病 机 制 研 究 提 供 新 思路 。 


1 资料 与 方法 
1.1 一 般 资料 
尿 液 标本 采集 自 2013 年 9 月 ~2014 年 1 月 南方 医 
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院 泌 尿 外 科 及 广州 市 第 一 人 民 医 院 泌 尿 外 科 收 治 的 
RCC 患 者 27 例 (RCC 组 ,透明 细胞 癌 17 例 , 嫌 色 细胞 癌 
6 例 , 其 它 4 例 ) ,泌尿 系 其 它 常 见 肿 瘤 26 例 (TC 组 ,其 中 
肾 务 肾 癌 6 例 ,膀胱 癌 9 例 ,前 列 腺 癌 11 例 ) ,健康 对 照 组 
26 例 (HC 组 ) 来 自 于 南方 医院 体检 中 心 的 健康 志愿 者 ; 
病例 组 纳入 和 排除 标准 :QO 纳入 标准 :影像 学 及 病理 证 
实 为 肾 细胞 癌 , 临 床 分 期 1~ 耳 肾 癌 行 根治 性 凤 癌 切除 
术 或 保留 肾 单 位 的 肾 癌 手术 ;@ 排 除 标准 :肾脏 实质 肿 
块 病理 证 实 为 非 肾 细胞 癌 ; 合 并 内 科 疾 病 , 如 血液 病 、 免 
疫 系 统 疾 病 ; 肾 细胞 癌 行 放 化 疗 或 免疫 治疗 者 。 各 组 标 
本 采集 性 别 及 年 龄 信息 如 表 1 所 示 , 经 T 检 验 性 别 和 年 
龄 分 布 差异 均 无 统计 学 差异 (P>0.05)。 

本 研究 中 所 有 样本 采集 前 均 经 本 人 及 家 属 知情 


表 1 样本 来 源 基 本 信息 
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司 意 , 详 细 告 知 本 研究 的 目的 和 方法 ,采样 前 6h 禁 
食 禁 水 。 
1.2 仪器 与 试剂 

低温 离心 机 (eppendorf 5417R 型 ); 电 子 天 平 ( 梅 特 
勒 - 托 利 多 仪器 AL104 型 ) ; 洲 涡 混合 器 (海门 市 其 林 贝 
尔 仪器 制造 有 限 公 司 GL-88B 型 ) ; 真空 干燥 仪 (上 海 比 
郎 BL- 工 型 ); 氮 吹 仪 ( 托 普 EYELA MG-2200 型 ); 安 捷 
伦 单 四 极 杆 气相 -色谱 质谱 联 用 仪 (Agilent 7890A/ 
5975C ,色谱 柱 为 HP-53MS.30 m*0.250 mm*0.25 humy)。 

吡啶 购 自 Sigma-aldrich; 氧 甲酸 乙 酯 (ECF) ,L-2- 
毛 苯 丙 氨 酸 购 于 上 海 阿 拉丁 试剂 ;氯仿 .无 水 乙醇 、 氧 氧 
化 钠 无 水 硫酸 钠 , 缘 为 分 析 纯 , 购 自 于 广州 金华 大 化 学 
试剂 有 限 公司 ;Mill-Q 超 纯 水 。 


Tab.1 Demographic and clinical data of the RCC patients and the control subjects 


Group RCC Te HC 
Number 27 26 26 

Sex (male/female) 16/11 21/5 18/8 

Age 53.85+2.42 55.92+3.28 62.12+2.02 
BUN(mmol/L) 4.463+0.22 5.567+0.36** 7.492+0.82** 
Uric acid(mmol/L) 355.8+25.78 436.3+21.38 401.7+32.58 
CREA(mmol/L) 60.83+3.17 84.44+3.89** 113.74+3.76** 


**RCC group vs TC group and HC group. 


1.3 方法 

1.3.1 样本 收集 与 保存 用 清洁 容器 收集 病人 术 前 晨 尿 
或 健康 志愿 者 晨 尿 中 段 尿 2 份 ,3000 r/min 离心 10 min， 
取 上 清 置 于 -80 % 保 存 待 用 ;确保 1h 内 完成 。 

1.3.2 样本 前 处 理 尿 样 于 37 % 水 浴 快 速 解冻 后 ， 
12 000 r/min 离心 10 min, 精 密 吸取 600 pl 尿 液 上 清 并 
加 入 100 hl 0.1 mg/ml L-2- 氧 某 丙 氨 酸 作为 内 标 ;再 依 
次 加 入 400 由 无 水 乙醇 .100 p1 的 吡啶 和 50 nl ECF, 融 
置 1 min; 涡 旋 震 荡 1 min 混 匀 ,反应 后 加 入 300 同 氧 
仿 , 涡 旋 震荡 30 s 混 匀 后 静 置 5 min;3000 r/min 离心 
5 min, 水 层 和 氯仿 层 分 离 ; 加 入 100 nl 7 mol/L NaOH 
溶液 调节 水 层 pH 值 至 9~10, 加 入 50 hl ECF, 涡 旋 振 荡 
30 s 混 匀 ,超声 反应 1min; 涡 旋 振荡 混 义 30 s,3000 r/min 
离心 10 min, 水 层 和 氧 仿 层 分 离 ; 弃 去 水 层 ,氯仿 层 加 入 
少量 无 水 硫酸 钠 后 , 转 于 GC-MS 专用 样品 瓶 内 , 待 进 样 
分 析 。 

1.3.3 样品 分 析 GC/MS 分 析 的 色谱 和 质谱 的 参数 设 
置 如 下 :系统 载 气 及 流速 为 99.99% 人 氮气 1.2 ml/min; 进 
样 量 为 1 nl, 分流 比 6:1; 进 样 口 温度 为 260 % ;离子 源 
及 四 级 杆 的 温度 分 别 为 230 CC 和 150 ;电压 为 70 eV; 
质谱 全 扫描 范围 (mz) 为 30~550; 色 谱 柱 升温 程序 为 
60 保持 2 min, 以 10 WC/min 升 至 280 % ,维持 10 min。 


1.3.4 数据 分 析 将 所 得 的 GC/MS 原始 数据 转化 为 
AIA 格 式 , 导 和 人 XCMS 在 线 平 台 进行 预 处 理 。 将 峰 面 积 
导入 SIMCA-P+12.0.1.0 软 件 包 ,运用 模式 识别 技术 进 
行 非 监督 PCA 和 有 监督 OPLS-DA 分 析 并 进行 交叉 验 
证 。 在 OPLS-DA 模型 中 ,鉴别 出 对 区 分 不 同 疾病 代谢 
轮廓 贡献 比较 大 的 代谢 产物 ,特征 代谢 产物 根据 
OPLS-DA 模 型 相应 主 成 分 的 VIP 值 ` VPP 图 置信 区 间 
和 系数 图 置信 区 间 进 行 筛选 ,并 对 多 个 科 选 出 的 变量 进 
行 两 独立 样本 t 检 验 进行 验证 。 

1.3.5 代谢 物 的 鉴定 运用 仪器 自 带 的 数据 库 NIST11.0 
及 W9N11.L, 结 合 Scripps Center for Metabolomics 和 
HMDB 数 据 库 ,鉴定 内 源 性 生物 标志 物 ,选择 匹配 度 较 
高 的 内 源 性 生物 标志 物 作为 鉴定 结果 。 


2 结果 
2.1 典型 的 GC/MS 总 离子 流 图 (total ion chromatogram， 
TIC) 

尿 液 经 ECF 衍 生化 后 GC/MS 分 析 获 得 TIC 图 。 
谱 库 检索 后 共 检 出 119 个 代谢 物 。 从 直观 的 TIC 图 中 
能 够 发 现 RCC 患 者 .泌尿 系 其 它 肿瘤 患者 及 健康 人 尿 
液 存 在 明显 的 差异 (图 1) ,但 是 这 些 肉 眼 可 观 的 差异 还 
需要 进一步 的 统计 分 析 验 证 。 
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12| 95% 置 信 区 间 的 Hotelling's T2 的 椭圆 形 内 ,有 5 个 离 群 

1 点 。 图 中 可 以 看 到 三 组 间 具 有 一 定 的 分 离 趋 势 , 但 是 该 趋 

0.9 势 不 太 明显 。 同 时 构建 OPLS-DA 数 据 模型 ,将 了 矩阵 设 

s 为 011/2 用 来 分 别 描述 RCC 组 .TC 组 及 HC 组 。 结果 显示 

0.6| (图 2B), 三 组 所 有 样本 点 能 够 很 好 地 区 分 ,并 且 该 模型 

05 有 较 高 的 解释 率 及 预测 率 (R2X=0.736, R2Y=0.974， 

wl Q2Y=0.897) ,表明 OPLS-DA 模 型 能 够 将 RCC 患 者 与 肾 
9 脏 其 它 肿瘤 及 常见 泌尿 系 肿 瘤 患者 .健康 人 正确 区 分 。 

00 \ se Ey se 上 于 六 2.3 筛选 差异 变量 

ee 根据 每 一 变量 的 系数 置信 区 间 和 变量 权重 VIP 值 ， 

1 典型 的 RCC 患 者 与 其 他 肿瘤 患者 和 正常 人 的 GC/MS Ce 人 oR VDEATL 

总 离子 济 图 的 变量 ), 即 特异 性 的 生物 标志 物 。 本 实验 共 筛 选 出 18 

Fig.l Typical GC/MS total ion chromatograms (TIC) 种 代谢 产物 ,鉴定 出 的 有 14 种 ,分 别 为 硬 脂 酸 、 茶 丙 氨 


chromatograms of RCC patients (red), TC group (black) and 


HC group (blue). 


2.2 PCA 和 OPLS-DA 对 疾病 的 区 分 能 力 
数据 经 预 处 理 后 , PCA 分析 结 果 表 明 10 个 主 成 分 

的 累积 解释 率 R2X=0.846,Q2=0.575, 反 映 组 间 离 散 程 

度 的 Score Plot 得 分 图 (图 2A) 显 示 , 大 多 数 样本 点 落 在 


酸 、 色 氨 酸 、 马 尿酸 、 赖 氨 酸 中 | 哄 乙 酸 、 茶 基 丙 二 酸 、 夫 
二 酸 成 酸 戊 二 酸 已 二 酸 6- 甲 氧 基 - 硝 基 唆 啉 和 氨基 
吵 啉 嘱 啉 。RCC 组 与 健康 对 照 组 相 比 ,其 中 戊 酸 \ 丙 二 
酸 戊 二 酸 已 二 酸 电 唆 乙酸 、 氨 基 唆 啉 . 唑 啉 及 色 氨 酸 
在 尿 液 中 的 含量 显著 高 于 正常 人 (P<0.01) ,同时 戊 酸 、 
葵 丙 氨 酸 .6- 甲 氧 基 - 硝 基 唆 啉 在 尿 液 中 含量 也 显著 高 于 
泌尿 系 其 它 肿瘤 患者 (P<0.01)。 


A F 1®RCC 
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2 PCA 和 OPLS-DA 模 型 对 RCC 患 者 的 区 分 能 
Fig.2 Ability of PCA (A) and OPLS-DA(B) models to distinguish RCC patients from 


TC group and healthy subjects. 
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3 讨论 深入 研究 ,可 能 发 现 新 型 的 针对 RCC 潜 在 的 生物 标记 


本 实验 以 RCC 患 者 及 其 对 照 组 的 晨 尿 标本 作为 研 
究 对 象 ,应 用 GC-MS 技术 进行 RCC 患 者 的 尿 液 代谢 组 
学 研究 。 结 果 短 选 出 的 14 种 代谢 产物 在 RCC 组 与 肿瘤 
对 照 组 及 健康 对 照 组 间 有 明显 差异 。 这 些 特征 代谢 产 
物 中 有 多 种 有 机 酸 ,如 丙 二 酸 ,成 二 酸 和 己 二 酸 等 。 已 
二 酸 是 中 链 脂肪 酸 代谢 障碍 的 特征 代谢 产物 , 丙 二 酸 也 
是 脂肪 酸 的 代谢 产物 ,构成 脂肪 酸 合成 的 活性 形式 , 即 
丙 二 酸 辅酶 A, 由 此 可 见 RCC 的 发 生发 展 可 能 与 脂肪 
酸 的 代谢 障碍 有 关 。 此 外 ,两 二 酸 可 竞争 性 抑制 呼吸 电 
子 传递 链 中 的 琥珀 酸 脱氧 酶 ,在 有 氧 呼吸 及 能 量 产生 过 
程 中 都 发 挥 着 重要 的 作用 。 大 多 数 实体 肿瘤 的 发 生 与 
缺 氧 微 环 境 相 关 ,RCC 患 者 尿 液 中 两 二 酸 含量 比 健康 
对 照 组 显著 增加 ,体内 含量 的 多 少 可 能 会 对 瘤 细 胞 的 有 
氧 呼吸 产生 一 定 的 作用 ,从 而 影响 能 量 传递 。 

马 尿 酸 是 茉 甲酸 和 甘氨酸 在 甘氨酸 酰基 转移 酶 的 
作用 下 结合 产生 的 ,由 马 尿 酸 酶 分 解 。 有 研究 表明 马 尿 
酸 与 肾 毒 性 有 关 ””,Dieme 等 “应 用 基于 GC-MS 的 代谢 
组 学 方法 对 肾 移 植 术 进行 疗效 观测 ,结果 发 现 马 尿酸 等 
物质 可 能 抵抗 术 后 免疫 抑制 剂 的 肾 损 伤 等 毒 副作用 。 
马 尿 酸 也 可 作为 胃 肠 道 肿瘤 的 生物 标志 物 ,在 一 定 程 
度 上 还 能 区 分 冠 心病 心绞痛 的 不 同 中医 证 型 。 

唆 啉 是 色 氨 酸 的 代谢 产物 之 一 ,可 合成 必需 辅助 因 
子 烟 酸 及 腺 味 叭 二 核 音 酸 ,研究 表明 其 与 骨 脏 疾病 、 免 
疫 性 疾病 和 某 些 神经 精神 病 有 关 。 唆 啉 酸 抑 制 红细胞 
生成 ,可 能 参与 尿毒 症 患 者 的 贫血 过 程 , 抑 制 肾 皮质 的 
糖 异 生 , 也 抑制 肾 小 管 对 有 机 弱酸 的 重 吸 收 , 最 后 通过 
肾脏 排出 。 已 有 报道 RCC 患者 尿 液 中 的 唆 啉 含量 增 
加 “"。RCC 患 者 的 色 氨 酸 代谢 增加 一 ,导致 尿 液 中 色 
氮 酸 水 平 降低 ,而 其 下 游 代 谢 产 物 呼 啉 及 氨基 唆 啉 明显 
增加 ,这 与 本 课题 组 在 另 一 实验 中 检测 到 的 色 氨 酸 在 恶 
性 肾 小 管 上 皮 细 胞 培养 上 清 中 涤 度 低 于 良性 凤 小 管 上 
皮 细 胞 的 结果 相 一 臻 ,提示 色 氢 酸 在 肿瘤 细胞 中 的 降解 
增多 , 色 氨 酸 及 其 代谢 产物 可 能 是 RCC 潜 在 的 生物 标 
志 物 。 另 外 ,有 研究 者 从 弥漫 性 肿瘤 病人 的 血清 中 检测 
到 色 氮 酸 的 表达 水 平 降低 ” ,其 代谢 产物 也 可 能 与 肠 道 
肿瘤 有 有关, 但 并 不 是 所 有 的 肿瘤 都 会 出 现 色 和 氨 酸 的 降 
解 ,有 研究 表明 在 肝 细胞 和 肝癌 细胞 中 色 氨 酸 的 水 平 没 
有 明显 差异 "。 

利用 代谢 组 学 的 分 析 手 段 检测 RCC 患 者 的 尿 液 ， 
发 现 的 特征 代谢 产物 主要 与 氨基 酸 代谢 .脂肪酸 代谢 及 
能 量 传递 等 途径 有 关 , 对 这 些 代谢 产物 及 其 代谢 通路 的 


一 妆 


物 , 在 补充 RCC 实 验 室 诊断 方面 有 一 定 的 前 景 。 
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